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© Funktioneller Test zur Bestimmung der Protein S-Ak«vitat 

© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur funktionellen Bestimmung von Protein S in Russigkeiten 
dere in Plasma, sowie ein hierfOr geeignetes Reagenz. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur funktioneilen Bestimmung von Protein S in Flussigkeiten, 
insbesondere in Plasma, sowie ein hierfur geeignetes Reagenz. 

Protein S ist ein Inhibitor der Blutgerinnung und wirkt als Koraktor von aktiviertem Protein C bei dessen 
proteolytischenn Abbau der Gerinnungsfaktoren Va und Villa. 
5 Ein angeborener oder erworbener Mangel an Protein S kann zu thromboemboiischen Konnplikationen 
fuhren. 

Protein S wird in der Leber synthetisiert (Stern, D. et al. (1986) J. Cell Biol. 102, 1971-1978). Die 
Biosynthese ist Vitamin K-abhangig und damit die Konzentration im Blut bei der Therapie mit Vitamin-K- 
Antagonisten verringert, Der Beg! nn einer Therapie kann. beim Vorliegen eines Protein S-Mangels, zu 
10 schweren Qesundheitsbeeintrachtigungen beim Patienten fuhren (Grimaudo, V. et al. (1989) BMJ 298. 233- 
234). 

Ebenfalls verringert sein kann die Aktivitat bei disseminierter intravasaler Gerinnung Oder thromboembo- 
iischen Erkrankungen. 

Aus den oben aufgefuhrten Befunden wird deutlich, dad Protein S einen entscheidenden Einflu/3 auf die 
75 Funktlonsfahigkeit des Protein C/Thrombomodulin-lnhibitorsystems hat und ein entsprechender Bedarf fur 
ein zuveriassiges Diagnosesystem besteht Protein S kommt in Plasma nur zu etwa 40% In freler Form vor. 
Der Rest von ca. 60% befindet sich in einem Komplex mit dem C4b- bindenden Protein (DahlbMck, B. 
(1981), Proc. Natl. Acad. Sci. 78, 2512-2516). 

Dieses gebundene Protein S ist nicht ais Kofaktor fCir aktiviertes Protein C verfugbar und daher nicht 
20 antikoaguiatorisch wirksam. Ein uberhohter Anteil gebundenes Protein S kann sich deshalb ebenfalls als ein 
funktioneller Mangel zeigen, wahrend das Antigen als normal oder annahernd normal gefunden wird (Comp, 
P.C. et al. (1986). Blood 67. 504-508; GirolamI, S. et al, (1989). Thromb. Haemost. 61. 144-147). 

Andererseits kann bei erniedrigtem Protein S-Antigen die AktivitSt normal sein, wenn nur ein sehr 
geringer Teil in der inaktiven gebundenen Form vorliegt, so wie es Qblichenweise bei Neugeborenen der Fall 
25 ist(Schwar2.H.P,etal. (1988), Blood 71, 562-565). 

Bekannt ist es, Protein S immunologisch zu bestimmen. Diese Methoden lassen aber keine Aussage 
Ober die Aktivitat des Proteins zu und sind nicht Gegenstand der Erfindung, 

Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat von Protein S sind ebenfalls beschrieben. 
Die DE 3724443 Al beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat von Protein S. Dieser Test 
30 setzt relativ komplexe Reagenzien, wie ein synthetisches Substratplasma, gereinigten Faktor Xa und 
Prothrombin voraus und ist in der Durchfuhrung durch die Inkubationszeiten umstandlich. Er wird auch z.B. 
durch Heparin in der Probe gestort. 

In der DE 3607559 A1 ist eine funktionelle Bestimmung von Protein S in Kombination mit Protein C 
erwahnt. Es ist erforderlich fOr jede Probe einen Bezugswert ohne Protein C Aktivator zu bestimmen, Der 
35 Einsatz eines Aktivators von F Vll oder F II wird ebenfalls beansprucht, aber keine weiteren Belege 
aufgezeigt. Angaben uber die zu erwartenden Me/Jwerte oder Storeinfiusse fur alle Testsysteme werden 
nicht gemacht. 

Ein funktioneller Test wird von Comp. P.C. et al. in J, Clin. Invest. 74, 2082-2088 (1984) beschrieben. 
Hier wird die Verlangerung .der Gerlnnungszeit Jm 1-Stufen Faktor Xa-Test durch aktiviertes Protein 0 
40 gemessen. Dieser Test ist relativ insensitiv mit einer Verlangerung von nur 24 sec fur die mit diesem 
Verfahren maximale, mefibare Konzentration von 50%. Plasmen von Patienten unter Vitamin K- 
Antagonisten-Therapie oder mit Leberschaden waren nicht meCbar. 

Bertina et al. (Thromb. Haemost. 1985. 53 (2), 268-272) zeigen eine Moglichkeit auf. funktionelles 
Protein S in Humanplasma zu bestimmen, Der Test ist jedoch insofern nicht quantitativ fur Protein S 
45 ausvyertbar. da keine Kontrolle des endogenen Faktor VIII oder Faktor V im zu messenden Plasma moglich 
ist und von diesen beiden Faktoren die Veriangerungen entscheidend abhangen, Liegen diese Faktoren in 
erhohter oder erniedrigter Konzentration in der Probe vor. so ergeben sich dementsprechend erniedrigte 
Oder erhohte Befunde fur Protein S. 

Van de Waart et al, (1987. Thromb, Res. 48, 427-437) benutzen ein System aus adsorbierten 
so Substratplasma,. zugesetztem Prothrombin, aktiviertem Protein C. Phospholiplden und Calciumchlorid. 100% 
Differenz im Protein S-Gehalt der Probe bewirken nur ca. 20 Sekunden Verlangerung. d.h. der Test ist 
ebenfalls relativ unempfindlich. 

Suzuki K- und Nishioka J. (1988, Thromb. Res. 49, 241 r 251) beschreiben ein weiteres Testsystem, Sie 
benutzen Protac^^^ einen Aktivator fur Protein C aus Schlangenglft. Dieses Verfahren ist ebenfalls zeitrau- 
55 bend und umstandlich. Die Empfindlichkeit ist mit einer Verlangerung von 13 sec fur 100% Aktivitatsdiffe- 
renz sehr gering. 

Kobayashi I. et al. (1989, Clin. Chem. 35, 1644-1648) stellen auch einen Protein S-Test vor, der 
ebenfalls eine Bestimmung Ober eine modlfizierte aPTT-Bestimmung darstellt 
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Den bisher bekannten Testverfahren 1st gemeinsam. dafl sie. neben einer umstandlichen Handhabung 
wegen der Vielzahl der verwendeten Reagenzien nur eine gerlnge Sensitivitat aufwelsen, deren Ma/? die 
Verlangerung der Reakiionszeit in Bezug auf die Hohe der Protein S Aktivitat ist. 

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde. ein Verfahren sowie ein Reagenz zu entwickein das 
die Aktivitat von Protein S in Plasma sowohl einfach als auch zuverlassig. empfindlich und spezifisch zu 
bestimmen eriaubl. 

Erfindungsgemafl wird nun ein Verfahren zur Bestimmung von Protein S durch die Bestimmung der 
Gerinnungszeil einer biologischen Probe aufgezeigt. wobei die Menge der zugesetzten Aktivatoren so 
eingestellt ist. dafl die Gerinnungszeil uber die normale Gerinnungszeit hinaus verlangert ist. 

Durch die Verlangerung der Gerinnungszeit konnte auf uberraschend einfache Weise eine sehr groCe 
und daruberhinaus den Erfordernissen anpaBbare Empfindlichkeitsstergerung erzielt werden. 

Verfahren zur Bestimmung der Gerinnungszeit sind dem Fachmann an sich bekannt, Es kann sich 
dabei u. a. urn Verfahren handein, die die Freisetzung von Thrombin aus Prothrombin uber die Entstehung 
eines Gerinnseis Oder die Umsetzung eines chromogenen Substrates bestimmen. Bevorzugt ist dabei das 
15 chromogene Verfahren, ganz besonders bevorzugt die Verwendung eines chromogenen Thrombinsubstra- 
tes, insbesondere von Tos-Gly-Pro-Arg-ANBA-IPA. 

In einer bevorzugten Ausfuhrung des erfindungsgemaflen Verfahrens wird die unverdunnte Probe mit 
einem Uberschufl an Protein S iViangelplasma versetzt und dann die Gerinnungszeit durch Zumischen eines 
Reagenzes bestehend aus aktiviertem Protein C, einem Aktivator des exogenen oder endogenen Weges 
20 der Gerinnung. Phospholipiden. Ca . einem chromogenen Substrat fiir Thrombin sowie einer Heparin 
neutraJisierenden Substanz bestimmt. Das aktivieite Protein C kann auch separat kurz vor dem restlichen 
Reagenz zur Probe gegeben werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaiSen Verfahrens wird die unver- 
dOnnte Probe mit dem 4 bis lOfachen Volumen an Protein S-Mangelplasma versetzt. Die Gerinnungreaktion 
25 wird durch Zumischung (das 5 bis lOfache des Probenvolumens) eines Reagenz aus aktiviertem Protein C 
(1 bis 50 pmol/ml), einem Aktivator des 'Gerinnungssystems. bevorzugterweise ein Thromboplastin oder 
e.ne Schlangengiftprotease. Phospholipiden (5-300 ppm (wA^)) z. B. Cephalin. Calciumionen (2-10 mmof/1) 
bevorzugtenweise CaCb. eine Heparin neutralisierende Substanz. wie z. B. Polybren (0.1-10 /.g/ml) sowie 
ein chromogenes Thrombinsubstrat. wie z, B. Tos-Gly-Pro-Arg-ANBA-IPA gestartet. Gemessen wird die Zeit 
30 von der Zugabe des Reagenz bis zum Erreichen einer bestimmten Extinktion (z. B. 0.1) im Absorptionsopti- 
mum (z.B. 405 nm) des freigesetzten Chromophors. 

Die Aktivatorkonzentration. die unter den gegebenen Reaktionsbedingungen eine Gerinnungszeit (ohne 
Protein S) von mindestens 50 sec, gewahrleistet. kann jeweils durch einfache Versuche ermitteft werden. 
Ganz besonders bevorzugt sind Verfahren und Reagenzien. die in den Beispielen beschrieben sind. 
. Die Gerinnungszeit wird bei der Ven/vendung eines chromogenen Substrates bevorzugterweise dadurch 
bestimmt. da5 die Zeit von der Zugabe des Reagenz bis zum Erreichen einer bestimmten Extinktion im 
Absorptionsoptimum des freigesetzten Chromophors bestimmt wird. Zur Auswertung wird zweckmaBiger- 
weise eine Kafibrierungskurve erstellt. indem Verdunnungen eines Poolplasmas (z.B. 100%. 75%. 50%. 
25%. 12.5% 10%) in den Test eingesetzt und die Gerinnungszeiten festgestellt werden. 

Die biologische Probe kann bevorzugtenweise Plasma humanen Ursprungs sein. besonders bevorzugt 
ist dabei die Verwendung unverdOnnter Proben; . 

Ein geeignetes Protein S-Mangelp!asma kann. nach dem Fachmann an sich bekannten Verfahren. z B 
immunadsorptiv gewonnen werden. Faktor VUl wird. falls notwendig. durch Zugabe von gereinigtem Faktor 
VIII eingestellt. Der Faktor V kann gegebenenfalls durch Zugabe eines Protein-S Mangelplasmas aus 
Kaninchen. welches grofle Mengen an Faktor V enthalt. eingestellt werden. Bevorzugterweise ist das 
Volumenverfialtnis von Probe zu Protein S Mangelplasma 1 : 4 bis 1 : 10. 

Bevorzugterweise welst das Mangelplasma einen Gehalt an Faktor V von etwa 20 bis 100 %. besonders 
bevorzugtenrt^eise von 50 - 80 % auf. 

Protein C kann nach versc^iedenen be.fchriebenen Verfahren aus Plasma gereinlgt (2.B. Bajaj S P et al 
50 (1983) Preparative Biochemistry 13(3) 19lt?14) oder durch biotechnologische Verfahren hergestellt werden 
Das gereinigte Protein C kann mittels PROTAC<"> oder Thrombin, welche an ein Tragermaterial. wie 
Sepharose. gekoppelt wurden, aktiviert werden oder es kann uber gentechnologische Verfahren direkt 
gewonnenes aktiviertes Protein C (Ehrlich H.J. et ai.. J. Biol. Chem. 264 (24) 14298-14309) eingesetzt 
werden. Die Konzentration an aktiviertem Protein C im Test liegt zweckmaBigerweise zwischen 1 und 50 
55 pmol/ml. 

Bevorzugtenrtreise kann ein. durch eine Schlangengiftprotease aus dem Gift der Agkistrodon contortrix 
aktiviertes Protein C eingesetzt werden. 

Aktivatoren des Gerinnungssystems sind dem Fachmann an sich bekannt. Aktivatoren im Sinne dieser 
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Erfindung konnen auch Schlangengiftproteasen und aktivierte Faktoren der Gerinnungskaskade, wie z, B. 
Faktor Vila, IXa und Xa, sein. Bevorzugterweise konnen Proteasen aus dem Gift von Vipera russellii, 
Sulfatide, Ellagsaure, Thromboplastine und/oder Siiica-Partikel eingesetzt werden (SHIMADA T. et al. (1985) 
J. Biochem. 97, 429 - 439). Die optimale Konzentration der jeweiiigen Aktivatoren kann durch einfache 

5 Versuche ermlttelt werden. 

Phosphoiipide sind eine bekannte Klasse von Stoffen. die nach dem Fachmann an sich bekannten 
Verfahren hergestellt werden konnen Oder im Handel zu erwerben sind. Bevorzugt sind Konzentrationen von 
5-300 ppm (w/v) im Testansatz. Ca^* lonen konnen vorteilhafterweise durch Zugabe von GaCh erzeugt 
werden. Bevorzugt sind Konzentrationen von 2-10 mM im Testansatz. 

rc Heparin neutraiisierende Substanzen sind eine dem Faciimann bekannte Klasse von Verbindungen, wie 
z. 8. Polybren, Protamin-Chlorid. Protamin-Sulfat. 

Die Reaktlon kann bei 15 - 40 *C, bevorzugterweise bei 20-40 ° C, ganz bevorzugterwelse bei 37 ' C 
durchgefuhrt werden. 

Es wurde gefunden, dafl im beschriebenen Test das im Plasma vorliegende Protein S sensitiv und 
13 spezifisch gemessen werden kann (Tabelle 1), Keinen Bnflu/3 haben Konzentratlonsanderungen von Faktor 
VMI zwischen 50 und .150%, der Vitamin K-abhangigen Qerinnungsfaktoren wie Prothrombin oder Protein C 
(50-150%), auBer Protein S selbst, oder die Anwesenheit von Heparin bis zu 0.4 U/ml. Der Faktor V Gehalt 
dcf Probe zeigt en^vartungsgema/J einen gewissen EinflulB, da durch den Gehalt im Protein S-Mangelplasma 
Schwankungen in der Probe nicht vollig ausgeglichen werden konnen und die Inhibition dieses Faktors ein 
20 Mafl fur die Aktivtat des Protein S ist. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Reagenz zur Bestimmung von Protein S nach dem erfindungsgemafien 
Verfahren, wobei die Gerinnungszeit einier Probe ohne Protein S mindestens 50 Sekunden betrSgt 

Bevorzugt sind dabei Reagenzien, die als Aktivator eine Protease aus dem Gift von Vipera njssellii 
sowie Reagenzien, die als Aktivator ein Thromboplastin enthalten. 
25 Bevorzugt sind auch Reagenzien, die ein chromogenes Thrombinsubstrat der allgemeinen Formel I 
cnthalton 
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R Cl-5-Alkyl oder -CH[CH(CH3)2]COOCH3 und 
X H-O-Phe-. Boc-Gly oder Tosyl-Gly ist 
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Tabelle 1: 


Spezifitat des Tests zur funktionellen 


5 




Bestimmung von Protein 


S 




geanderter 


1 Konzentration | 




10 


Parameter 


1 1 






Kontrolle 


1 1 
1 1 


100,0 % 


15 




1 1 






Heparin 


1 0.1 U/ml 1 


102 % 




Heparin 


1 0.2 U/ml 1 


97 % 




Heparin 


1 0 • 3 U/ml 1 


109 % 


20 


Heparin 


1 0.4 U/ml 1 


109 % 




Heparin 


1 0^5 U/ml 1 


132% 




Heparin 


1 1,0 U/ml 1 


> 150 % 


25 


F V 








1 50 % 1 






F V 


1 75 % I 


Til % 




F V 


1 100 % 1 


inn 


30 


F V 


1 125 % 1 


96 % 




F V 


1 150 % 1 


91 % 




F VIII 


1 50 % 1 




35 


F VIII 


1 75 % 1 






F VIII 


1 100 % 1 


98 % 




F VIII 


1 125 % 1 


103 % 


40 


F VIII 


1 150 % 1 


104 % 




Protein C 


1 50 % j 


96 % 




Protein C 


1 100 % 1 


100 % 


45 


Protein c 


1 150 % 1 


103 % 



Die lolgenden Beispiele dienen der Eriairterung der Erfindung und sollen sie in keiner Weise einschrSn- 

t 

Beispiel 1 

Herstellung eines gebrauchsfertigen Reagenz auf der Basis eines aPTT-Reagenzes 
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Beispiel 2 

Hersteltung eines gebrauchsfertigen Reagenz auf der Basis eines PT-Reagenzes 

5 Zu einem PT-Reagenz (Behringwerke AG. D-3550 Marburg), bestehend aus Phospholipid, einem 
niedrig konzentrierten Thromboplastin, einem chromogenen Thrombinsubstrat (Tos-Gly-Pro-Arg-ANBA-isop- 
ropylamid) und Hepes, pH 7.4, werden 0.5 Einheiten aktiviertes Protein C zugegeben und das Gemisch auf 
37* C erwarmt- Das Reagenz ist damit gebrauchsfertig. 

10 Beispiel 3 

Herstellung eines gebrauchsfertigen Reagenzes auf der Basis eines Aktivators aus einem Schlagengift 

Zu einem Puffer bestehend aus Phospholipid, einem chromogenen Thrombinsubstrat (Tos-Gly-Pro-Arg- 
15 ANBA-isopropylamid), einem Heparinantagonisten (Polybren), Natriumchlorid und Hepes, pH 7.0, werden 40 
ng/ml eines Schlangengiftes von Vipera russellii gegeben und das Reaktionsgemisch auf 37 ' C erwarmt 
Das Reagenz ist damit gebrauchsfertig. 

Beispiel 4 

20 

Bestimmung des Protein S-Gehalts in Plasma 

Zur Kalibrierung werden Verdunnungen eines Normalplasmas in phosphatgepufferter, Isotonischer 
Kochsalzlosung von 100%. 75%, 50%, 25%, 10% und 0% hergestellt. Die Messung der Standards und der 
25 Proben erfoigt wie nachstehend beschrieben: 

In eine Kuvette werden pipettiert: 
10 III Probe 

50 it\ Protein S-Mangelplasma 
500 fi\ Reagenz gemafi 
30 a) Beispiel 1 
b) Beispiel 2 

Mil der Zugabe des Reagenz wird eine Uhr gestartet und die Extinktion bei 405 nm verfolgt bis ein 
Anstieg in der Absorption urn einen bestimmten Wert (2.B. von 0,1) erreicht worden ist. Die Verlangerung 
der Gerinnungszeit uber den Wert fur 0% Protein S hinaus ist der Konzentration an Protein S in der Probe 
35 proportional (Rg. 1). 

Die Daten fur die Bestimmung gemafl dem in DE 37 24 443 beschriebenen Verfahren sind der 
Offenlegungsschrift DE 37 24 443 A1 , Figur 1 . entnommen.^ 

Beispiel 5 

40 

Bestimmung des Protein S-Gehatts in Plasma mit getrennter Zugabe von aktiviertem Protein C 

Zur Kalibrierung werden Verdunnungen eines Normalplasmas in Saline von 100%, 75%, 50%, 25%. 
10% und 0% hergestellt. Die Messung der Standards und der Proben erfoigt wie nachstehend beschrieben: 
45. In eine Kuvette werden pipettiert . 
10 /li Probe ... 

50 fi\ Protein S-Mangelplasma 

25 fi\ aktiviertes Protein C ^ ■ - 

500 p\ Reagenz gemaiJ Be;spiel 3 
50 Mit der Zugabe des Rsagenz wird eine Uhr gestartet und entweder die Extinktion bei 405 nm verfolgt 
bis ein Anstieg in der Absorption um einen bestimmten Wert (2.B. von 0,1) erreicht wird Oder das Bntreten 
einer Gerinnselbildung gemessen. Die Verlangerung der Gerinnungszeit uber den Wert fur 0% Protein S 
hinaus ist der Konzentration an Protein S in der Probe proportional (Fig. 2). 

55 Patentansprijche 

1. Verfahren zur Bestimmung von Protein S durch die Bestimmung der Gerinnungszeit in einer biologi- 
schen Probe, dadurch gekennzeichnet, daB die Menge der zugesetzten Aktivatoren so ^ngestellt 1st 
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dafi die Gerinnungszeit uber die normale Gerinnungszeit hinaus verlangert ist. 

Verfahren nach Anspruch I. dadurch gekennzeichnet. da0 die Probe rnit einem Uberschu/3 an Protein 
S-Mangelpiasma versetzt und nach Zumischen eines Reagenzes. beslehend aus einem Aktivalor der 
Gerinnung. Calcium-lonen. Pliospfiolipiden. akliviertem Protein C. einem Inhibitor fur Heparin und 
gegebenenfalls einem chromogenen Peplidsubstrat fur Thrombin, die Zeit gemessen wird. bis ein 
festgelegter ExtinkUonsajistieg im Absorptionsoplimum des ireien Chromophors erreicht wird Oder die 
Gerinnung eintritl. 



w 3, 



Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dai3 die Probe mit einem UberschuB an Protein 
S-Mangelplasma vorgelegt und nach der separaten Zugabe von aktiviertem Protein C durch Zugabe 
eines Reagenz. bestehend aus einem Aktivator der Gerinnung. Calcium-lonen. Phospholipiden. einem 
Inhibitor fur Heparin und einem chromogenen Peplidsubstrat fur Thrombin, die Zeit gemessen wird, bis 
ein festgelegter Extinktionsanstieg im Absorpfionsoptimum des freien Chromophors erreicht wird oder 
/5 die Gerinnung eintiitt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. 6aB die unverdunnte Probe mit dem 4 bis 
lOfachen Volumen an Protein-S Mangelplasma versetzt wird, die Gerinnungsreaktion wird gestartet 
durch Zumischung (das 5 bis lOfache des Probenvolumens) eines Reagenz aus aktiviertem Protein C 

20 (1 bis 50 ^moi/ml). einem Aktivator des Gerinnungssystems. bevorzugten^velse ein Thromboplastin oder 
eine Schlangenglftprotease. Phospholipiden (5-300 ppm (w/v)) z. B. Cephalin. Calciumionen (2-10 
mmol/l) bevorzugterweise CaCb. einer Heparin neutralisierenden Substanz. wie z. B. Polybren (0.1-10 
fig/ml) sowie einem chromogenen Thrombinsubstrat. wie z. B. Tos-Gly-Pro-Arg-ANBA-IPA. Gemessen 
wird die Zeit von der Zugabe des Reagenz bis zum En-eichen einer bestimmten Extinktion (z. B. 0.1) 

25 im Absorpfionsoptimum (z.B. 405 nm) des freigesetzten Chromophors. 

5. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, 6aB die Gerinnungszeit mit Hilfe eines chromoge- 
nen Substrats bestimmt wird. 

30 6. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dafl das Mangelplasma einen Gehalt an Faktor V 
von 20 bis 100% aufweist. 

7. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dafl das Protein C durch eine Schlangenglftpro- 
tease aus dem Gift der Schlange Agklstrodon contortrix aktiviert wurde. 

Reagenz zur funktionellen Bestimmung von Protein S durch die Bestimmung der Gerinnungszeit in 
einer bioiogischen Probe, dadurch gekennzeichnet. daB die Gerinnungszeit in Abwesenheit von Protein 
S mindestens 50 Sekunden betragt. 

Reagenz gema0 Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet. dafl es unter anderem enthalt 
aktiviertes Protein C, einen Aktivator des exogenen oder endogenen Weges der Gerinnung. Phospolipi- 
de. Calcium-lonen, gegebenenfalls ein chromogenes Substrat fur Thrombin sowie eine Heparin neutrali- 
sierende Substanz. • • 

45 10. Reagenz nach Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet. dafl der Aktivator eine Protease aus dem Gift 
einer Schlange Oder das umfraktionierte Schlangengift ist. 

11. Reagenz nach Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet. dafi als Aktivator ein Thromboplastin eingesetzt 
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40 9. 



50 



55 



wird. 

12, Reagenz nach Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet. daB der Aktivator ein Sulfatid oder ein Gemisch 
aus Sulfatiden ist. 

ia Reagenz nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet. dafl der Heparininhibitor Polybren ist 

14. Reagenz nach Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet. dafl als chromogenes Thrombinsubstrat eine 
Verbindung der allgemeinen Formel I eingesetzt wird 
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x-Pro-Arg-ra-/(^^ 



CO-NH-R 



(I) 



wobei 

R Ci-5-Alkyl Oder -CH[CH(CH3)2]COOCH3 und 
X H-D-Phe-, Boc-Gly Oder Tosyl-Gly ist. 

PatentansprUche fur folgenden VertragsstaatrES 

1. Verfahren zur Bestimmung von Protein S durch die Bestimmung der Gerinnungszeit in einer biologi- 
schen Probe, dadurch gekennzeichnet, dal5 die Menge der zugesetzten Aktivatoren so eingestellt ist, 
6aB die Gerinnungszeit Qber die normaie Gerinnungszeit hinaus verlangert ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Probe mit einem Oberschufl an Protein 
S-Mangelplasma versetzt und nach Zumischen eines Reagenzes, bestehend aus einem Aktivator der 
Gerinnung, Calcium-ionen, Phospholipiden, aktiviertem Protein C, einem Inhibitor fOr Heparin und 
gegebenenfalls einem chromogenen Peptidsubstrat fOr Thrombin, die Zeit gemessen wird. bis ein 
festgelegter Extinktionsanstieg Im Absorptionsoptimum des freien Chromophors erreicht wird Oder die 
Gerinnung eintritt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, da/3 die Probe mit einem UiDerschufi an Protein 
S-Mangelpiasma vorgelegt und nach der separaten Zugabe von aktiviertem Protein C durch Zugalse 
eines Reagenz, bestehend aus einem Aktivator der Gerinnung, Calcium-lonen, Phospholipiden, einem 
Inhibitor fur Heparin und einem chromogenen Peptidsubstrat fur Thrombin, die Zeit gemessen wird. bis 
ein festgelegter Extinktionsanstieg im Absorptionsoptimum des freien Chromophors erreiclit wird Oder 
die Gerinnung eintritt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die unverdunnte Probe mit dem 4 bis 
lOfachen Volumen an Protein-S Mangelplasma versetzt wird. die Gerinnungsreaktion wird gestartet 
durch Zumischung (das 5 bis lOfache des Probenvolumens) eines Reagenz aus aktiviertem Protein C 
(1 bis 50 ^mol/mi), oinom Aktivator des Gerinnungssystems, bevorzugterweise ein Thromboplastin oder 
eine Schlangengiftprotease, Phospholipiden (5-300 ppm (wA/)) z. B. Cephalin, Calciumionen (2-10 
mmol/l) bevorzugterweise CaClz, einer Heparin neutralisierenden Substanz, wie z. B. Polybren (0.1-10 
^g/ml) sowie einem chromogenen Thrombinsubstrat, wie z. B. Tos-GlyPro-Arg-ANBA-IPA. Gemessen 
wird die Zeit von der Zugabe des Reagenz bis zum Erreichen einer bestimmten Extinktion (z. B. 0.1) 
im Absorptionsoptimum (z.B. 405 nm) des freigesetzten Chromophors. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, 6aB die Gerinnungszeit mit Hilfe eines chromoge- 
nen Substrats bestimmt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daiS das Mangelplasma einen Gehalt an Faktor V 
von 20 bis 100% aufweist. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenpzeichnet, dafi das Protein C durch eine Schlangengift 
Protease aus dem Gift der Schlange Agkistro^on contortrix aktiviert wurde. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. da8 die Gerinnungszeit in Abwesenheit von 
Protein S mindestens 50 Sekunden betragt. 

9. Verfahren nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, daiS der Aktivator eine Protease aus dem Gift 
einer Schlange oder das umfraktionierte Schlangengift ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl als chromogenes Thrombinsubstrat eine 
Verbindung der allgemeinen Formel I eingesetzt wird 
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R Cl-5-Alkyl Oder -CH[CH(CH3)2]COOCH3 und 
X H-D-Phe-, Boc-Gly oder Tosyl-Gly ist. 
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